Remark
======

**1) Why was this study conducted?**According to the epidemiologic precedent provided by the Public Health Surveillance System (SIVIGILA), there was a sporadic increase in the cases of cutaneous leishmaniasis in the municipality of Otanche between 2013 and 2014. The disease mainly affects people in the rural area, particularly in the settlements of El Carmen and Camilo. Due to this increase, it became necessary to carry out a study, in order to take preventive measures to stop propagation of this disease. An entomological study of the sandfly was necessary to determine possible vectors.**2) What were the most relevant results of the study?**An entomological study was undertaken in order to identify the species of sandfly and their relationships to households; this study abided by the regulations of the National Institute for Health and the Surveillance protocol on leishmaniasis (2014). 361 insects were recollected (252 females and 109 male), represented in 9 genres and 16 species. 32,8% correspond to *Nyssomyia yuilli*, and 27,5% to *Nyssomyia trapidoi*. Other species found include *Lu. hartmanni, Ps. panamensis, Lu. gomezi* and *Ps. carrerai*, all of them under 5%.**3) What do these results contribute?***N. yuilli* may be involved in the cycle of domestic transmission in the area under study, whereas *N. trapidoi* is suspected to be responsible for the cycle in the wild. Furthermore, the risk of transmission through a bite is uniform all across the village, due to the absence of meaningful differences in abundance and richness of the species of sandfly in the intra, peri and extra domicile areas.

Introduction
============

Leishmaniasis constitutes an issue of public health, due to its morbidity, wide geographic distribution and complex transmission cycle, which includes different species of parasites, reservoirs and vectors [@B1]. On top of this, the transmission of this disease is increased by scarce and occasional studies which complete and update knowledge on the bionomics of transmitting or vector insects for the etiologic agent. This is relevant because changes in environmental variables, such as temperature, precipitation and gradual processes of sandfly settling can generate changes in the number of species, abundance, geographical distribution and behavior, thus making them the main risk factor for the transmission of this disease [@B2] ^-^ [@B5].

Worldwide, over 12 million people are infected with cutaneous leishmaniasis, and 350 million are at risk of contagion [@B6]. In Latin America, Colombia appears as one of the endemic countries, under the category of HIGH RISK for contagion; one of the four countries with the highest number of reported cases, only topped by Brazil [@B7]. From year 2000, cutaneous leishmaniasis appears in West Boyacá as an epidemic 4, and, according to the Public Health Surveillance System of Boyacá (SIVIGILA), from 2011 there has been a sporadic increase in cases, especially in the municipality of Otanche, which led it to become one of the 25 municipalities with the highest rate of reported cases for cutaneous leishmaniasis nationwide in 2014, mostly affecting population in the rural area [@B8].

Bearing this in mind, along with the fact that sandfly represents a risk to human population as vectors for *Leshmania* sp. (etiologic agent of leishmaniasis) [@B5] ^,^ [@B9] ^,^ [@B10], and that the epidemiologic risk is determined by the existence and behavior of these insects [@B2] ^,^ [@B3] ^,^ [@B5], this study aimed at identifying the species of sandfly present in an endemic area for cutaneous leishmaniasis in West Boyacá (Colombia).

Materials and Methods
=====================

Area of study
-------------

Due to the large number of positive cases of leishmaniasis reported between 2013 and 2014, (Public Health Surveillance System, department of Boyacá - SIVIGILA), sampling took place at "Vereda El Carmen", in the municipality of Otanche (average elevation 1,050 MASL and ecosystems proper to tropical humid forest) [@B11] ^,^ [@B12].

Sampling techniques
-------------------

The methodology for collection of adult sandfly samples followed the parameters proposed by the National Health Institute in its guideline: Protocol for Public Health Surveillance of leishmaniasis [@B13].

During august, 2014, a total of 41 households were selected, whose inhabitants displayed active ulcers or scarring consistent with cutaneous leishmaniasis, showed evidence of recently having suffered the disease and/or inhabited the same household during the time of contagion. Three CDC traps were installed per night in each of the households: extra domicile (50 meters beyond the household), especially in forest areas; peri domicile (outside the household) in hen houses, barns or pigsties, and intra domicile (inside the household). The traps were left active for 12 hours straight, from 18:00 to 6:00 of the following day.

The material recollected in each of the traps was carefully separated, and the sandfly found were stored in 10 ml vials, containing 70% alcohol for preservation and posterior identification in the entomology laboratory of the Health Secretary of Boyacá.

Taxonomic identification of Sandfly
-----------------------------------

Recollected individuals were cleared up by covering them with 10% KOH (potassium hydroxide) and leaving it to act for 12 hours. After this time, KOH was removed and the material was washed using 70% alcohol (for 60 minutes). Afterwards, the alcohol was removed, and the samples were poured into pods containing absolute phenol-alcohol (1:1) for 72 hours, in order to stop the process of transparentation, preserve the material and add contrast to the internal structures in order to facilitate identification [@B14].

Once the entomologic material was cleared, the species were determined via the revision of the genitalia in both males and females along with the use of Young and Duncan [@B15] and Galati [@B16] taxonomic keys. Furthermore, each of the species was corroborated by the Quality Control program of the National Health Institute.

Permanent assembly was done in microscope slides with Canada balsam-phenol [@B14] and later included in the Reference Collection of Phlebotominae of the Entomology Unit at the Public Health Departmental Laboratory of Boyacá.

Data analysis
-------------

Richness was determined based on the number of individuals of each species recollected and the relative abundance was the product of dividing the number of individuals recollected from each species into the total number of individuals captured [@B17].

Deficit of coverage was calculated by subtracting the value for sample coverage from the unit (1). This analysis represents the probability that the next individual found belongs to a new, unregistered, species. Besides, 95% confidence intervals were used for interpolation and extrapolation, using Bootstrap method [@B18]. All of the previous analyses were carried out using the iNEXT software, available online [@B19].

Recollected individuals were counted for each sampled site: intra domicile, peri domicile and extra domicile, taking as a sampling unit each of the households selected, as this is the usual method for identifying anthropophilic species [@B20] ^,^ [@B21]. ANOVA analysis was carried out in order to determine whether there are meaningful differences between the number of species in each of the sites sampled and the relative abundance for each of these. All analyses were carried out using "Statistica" software 12 [@B22].

Ethical considerations
----------------------

This project was endorsed by the Departmental Health Secretary of Boyacá, as part of the entomological survey in a focus study for cutaneous leishmaniasis.

Results
=======

Were recollected 361 sandflies (252 females and 109 males), belonging to 9 genres and 16 species. 32,8% and 27,5% correspond to *Nyssomyia yuilli* and *Nyssomyia trapidoi* respectively; followed, with a wide difference, by *Trichopygomyia triramula, Psathyromyia barrettoi majuscula, Lutzomyia hartmanni, Lutzomyia* sp. of pichinde, *Evandromyia dubitans, Evandromyia walkeri, Evandromyia saulensis* and *Lutzomyia gomezi*. The other 6 species were scarce, representing less than 1% of the total ([Table 1](#t2){ref-type="table"}).

Table 1Relative Richness and abundance of Sandfly recollected at "Vereda El Carmen", Municipality of Otanche (Boyacá - Colombia)GenreSpecies♂♀TotalAbundancia relativa*NyssomyiaYuilli*83351180.327*Nyssomyiatrapidoi*7821990.274*Trichopygomyiatriramula*2226480.133*Psathyromyiabarrettoi*1210220.061*Lutzomyiahartmanni*87150.042*Lutzomyiasp. de pichinde*94130.036*Evandromyiadubitans*130130.036*Evandromyiawalkeri*93120.033*Evandromyiasaulensis*7070.019*Lutzomyiagomezi*5050.014*Pressatiacamposi*2020.006*Psychodopyguspanamensis*2020.006*Psychodopyguscarrerai*0220.006*Pintomyiaserrana*1010.003*Lutzomyiastrictivila*1010.003*Brumptomyialeopoldi*110.003Total252109361

Regarding sampling representativity, out of the 912 hours/CDC trap, distributed during 15 nights, the analysis of the rarefaction and extrapolation curve show that the number of species is expected to increase ([Fig 1](#f1){ref-type="fig"}). However, by using the sample coverage analysis, the recollected species are estimated to represent 99% of those to be found, leaving a 1% possibility (coverage deficit) to find a new species as the sampling effort increases ([Fig. 2](#f2){ref-type="fig"}).

Figure 1Rarefaction and extrapolation curve, based on the size of the sample (solid line) and extrapolation (broken line) for the species of sandfly recollected at Vereda El Carmen, Municipality of Otanche (Boyacá- Colombia).

Figure 2Sample coverage curve, based on rarefaction (solid line) and extrapolation (broken line) for species of sandfly recollected at "Vereda El Carmen", municipality of Otanche (Boyacá - Colombia)

It was determined that there is no significant difference among sandfly recollected on all three sampling sites, regarding richness (*p:* 0.949; *p:* \>0.05) and abundance (*p:* 0.994; *p:* \>0.05). ([Fig. 3](#f3){ref-type="fig"}).

Figure 3Abundance of species of sandfly present per sampling site: intra domicile, peri domicile and extra domicile.

Discussion
==========

The rarefaction and extrapolation curve describes an incomplete inventory of sandfly as the line shows an increase point [@B18]. Despite this, there is an approximation to the sandfly fauna present in the area of study, despite the lack of records. When contrasted with the species reported by Santamaría *et al*. [@B4], for West Boyacá, and which were not recollected for this study: *Micropygomyia trinidadensis, Pintomyia ovallesi, Psathyromyia shannoni* and *Sciopemyia sordelli*. Changes in the sandfly community, probably occurred over time, due to the changes in abiotic factors, such as relative humidity, temperature and precipitation. These factors directly influence the population dynamics of these insects [@B23] ^,^ [@B24]. Furthermore, the density of these vectors and the appearance or disappearance of new species can be related to climate factors and the behavior of human settlements, such as cultural and socio-economic activities, as well as transformation of habitats [@B25] ^-^ [@B29]. These activities are evident in the area in the changes caused on natural vegetal coverage for the farming of cacao and coffee, wood extraction and construction of houses [@B11] ^,^ [@B12].

Species relevant for their vector and abundance background are *N. yuilli* and *N. trapidoi* [@B30], since they represent 60% of all sandfly fauna recollected. Other species with a vector background are *Lu. hartmanni*, *Ps. panamensis*, *Lu. gomezi* and *Ps. carrerai* [@B4] ^,^ [@B26] ^-^ [@B28] ^,^ [@B30] ^-^ [@B33], although their abundance rate is under 5%.

*N. yuilli* was more abundant in intra and peri domicile, which suggests an adaptation to the environments modified by human colonization [@B4]. It has also been found naturally infected by unidentified flagellates in Brazil and in the municipality of Leticia (Colombia) [@B9] ^,^ [@B31] ^,^ [@B32]. For the case of Colombia, Ferro and Morales [@B34], found species with unidentified flagellates. Santamaria *et al.* [@B4] presented the first positive vector incrimination report for *N. yuilli*, as a vector for *Le. panamensis*; reporting naturally infected females in the municipalities of Otanche and Pauna, in West Boyacá, at the foothills of the Magdalena Medio Valley.

*N. trapidoi* has been identified as a vector for *Le. panamensis* in Ecuador [@B35] ^,^ [@B36], and in Panama [@B37]. For the Colombian case, this species is considered a primary vector in different sites, reported in 12 out of the 32 departments. In Nariño, Tolima, Antioquia and Santander, it is known as a vector for *Le. panamensis* [@B30] ^,^ [@B32] ^,^ [@B33] ^,^ [@B38] ^-^ [@B40]; natural infection by parasites of *Leishmania braziliensis* complex was also reported in Santander [@B39]. In the municipalities of Otanche and Pauna (Boyacá), females of *N. trapidoi* have been found displaying flagellate forms of *Leishmania* sp. But it has not been possible to establish a confirmation for the species [@B4] ^,^ [@B41]. Because of its background as vector and greater extra domicile abundance, as well as forest habitat, this species is suspected to be involved in the wild cycle for transmission of cutaneous leishmaniasis in the area under study.

*Ty. triramula*, the species displaying the third place in abundance, does not have differentiated anthropophilic characteristics, nor reported medical relevance; the high number of individuals preferring peri domicile locations recollected during the study may be due for positive phototropism [@B42] ^,^ [@B43]. Another species with a vector background is *Lu. hartmanni*, which has been determined to be a vector of *Le.* (Viannia) *colombiensis*, a parasite known as an etiologic agent of cutaneous leishmaniasis in Costa Rica, Panama, Peru, Colombia and Ecuador [@B15] ^,^ [@B44] ^-^ [@B46]. For the latter*, Lu. Hartmanni* has also been found to be infected with *Le*. (Viannia) *equatorensis* [@B36] ^,^ [@B47] ^,^ [@B48]. The other species of sandfly reported in this study have no proven relevance in the epidemiologic cycle of leishmaniasis, other than a taxonomic interest.

Since there are no meaningful differences among any of the sampling sites (intra, peri and extra domicile) regarding abundance and number of species of sandfly found, this is evidence that the closeness of households to the forest line fosters a situation where people are highly likely to come into contact with the vectors, and therefore, risking contagion of cutaneous leishmaniasis [@B49]. Furthermore, there can be an increase in new cases, due to the entrance of people into the natural habitat of these insects, evident in sociocultural activities such as plant extraction, agriculture, wood chopping, or simply by living nearby the forest area [@B50] ^-^ [@B51]. Even people who do not have activities in or nearby the forest, such as the infants or the elderly, may be infected or at risk of becoming sick [@B52].

Finally, based on the data acquired in this study, it can be established that, due to its high abundance and vector background for the country and the area under study, *N. yuilli* and *N. trapidoi* constitute the vector species suspected to transmit cutaneous leishmaniasis in the area under study. The first one is likely to be involved in the domestic transmission cycle, and the second one in the wild transmission cycle. Likewise, the risk of acquiring the disease by sandfly bite is the same in any part of the settlement: inside the households, around the households and in the forest.

In order to better understand the epidemiology of the disease in the area, and suggest effective prevention and control programs, it is necessary to carry out more detailed studies on the ecology of the population of sandfly, such as feeding preferences, biting and rest behavior; and also studies in different times of the year, with longer sampling time, but above all, performing natural infection analysis in order to accurately pinpoint a species with the potential to be vector of cutaneous leishmaniasis and consequently identifying the species of the parasite responsible for the disease.

Special thanks to the laboratory of the Health Secretary of Governorship of Boyacá, particularly, the entomology crew and the Vector-transmitted Diseases (ETV) crew, for their help with the logistics during the field trips and the laboratory-use aspects. The technicians in the municipalities of Otanche and Pauna, for their in-field collaboration. The community of Vereda El Carmen, of the municipality of Otanche, for their kindness and willingness to authorize sampling in their households.
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Articulo Original

Flebótomos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae), presentes en una zona endémica de leishmaniasis cutánea en el occidente de Boyacá, Colombia

Contribución del estudio
========================

**1) Por que se realizó este estudio?**De acuerdo con los antecedentes epidemiológicos proporcionados por el Sistema de Vigilancia de Salud Pública (SIVIGILA), hubo un aumento esporádico en los casos de leishmaniasis cutánea en el municipio de Otanche para 2013 y 2014. Afectó principalmente a las personas en el área rural, especialmente en los caseríos de El Carmen y Camilo. Debido a este aumento en los casos, fue necesario realizar un estudio para tomar medidas preventivas para evitar la propagación de esta enfermedad. Fue necesario un estudio entomológico de las lutzomyias para determinar los posibles vectores.**2) Cuales fueron los resultados relevantes del estudio?**Siguiendo las normas del Instituto Nacional de Salud y el Protocolo de Vigilancia de la leishmaniasis (2014), se realizó un estudio entomológico con el objetivo de identificar las especies de lutzomyias y su relación con las viviendas. Se recolectaron 361 insectos (252 hembras y 109 machos) representadas en 9 géneros y 16 especies. El 32.8% corresponden a *Nyssomyia yuilli* y el y 27.5% a *Nyssomyia trapidoi*. Otras especies encontradas fueron *Lu. Hartmanni*, *Ps. Panamensis*, *Lu. Gomezi* y *Ps. Carrerai*. todas representan una abundancia por debajo del 5%.**3) Que aportan estos resultados?**La especie *N. yuilli* puede estar involucradas en el ciclo de transmisión domestica dentro del área de estudio. Mientras la especie *N. trapidoi* es sospechosa en el ciclo de transmisión silvestre. Además, el riesgo de contraer la enfermedad debido a la picadura es el mismo en cualquier parte en el pueblo, debido a la ausencia de diferencias significativas entre la abundancia y riqueza de las especies de flebotomos en las áreas intra, peri y extra domiciliarias.

Introducción
============

La leishmaniasis constituye un problema de salud pública debido a su morbilidad, amplia distribución geográfica y complejo ciclo de transmisión comprendiendo diferentes especies de parásitos, reservorios y vectores [@B1], a esto se le suma que la transmisión de esta enfermedad se agudiza por escasos y ocasionales estudios que completen y actualicen el conocimiento sobre la bionomía de los insectos transmisores o vectores del agente etiológico, ya que cambios en variables ambientales como la temperatura y precipitación y procesos graduales de domiciliación de los flebótomos, originan cambios en el número de especies, en sus abundancias, en su distribución geográfica y en su comportamiento, convirtiéndolos en el principal factor de riesgo para la trasmisión de esta enfermedad [@B2]^-^[@B5].

A nivel mundial, se presentan más de 12 millones de personas infectadas de leishmaniasis cutánea, y 350 millones están en riesgo de contraer esta enfermedad [@B6]. En latinoamérica, Colombia se presenta como uno de los países endémicos con una categoría de RIESGO ALTO de transmisión, uno de los cuatro países con más casos reportados, solo superado por Brasil [@B7]. Desde el año 2000, la leishmaniasis cutánea se presenta en el occidente de Boyacá con carácter epidémico [@B4], y desde el 2011, según el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública del Departamento de Boyacá (SIVIGILA), se ha presentado un aumento esporádico de casos, especialmente en el municipio de Otanche, presentándose como uno de los 25 municipios que más casos de leishmaniasis cutánea reportaron a nivel nacional en el año 2014, afectando principalmente a los habitantes del área rural [@B8].

Teniendo en cuenta lo anterior, y que los flebótomos representan un riesgo para la población humana como vectores de *Leishmania* sp. (agente etiológico de la enfermedad tropical leishmaniasis) [@B5]^,^[@B9]^,^[@B10], y que el riesgo epidemiológico está determinado por la existencia y comportamiento de estos insectos [@B2]^,^[@B3]^,^[@B5], el objetivo de este estudio fue identificar las especies de flebótomos presentes en un área endémica de leishmaniasis cutánea al occidente del departamento de Boyacá (Colombia).

Materiales y Métodos
====================

Área de estudio
---------------

Por el gran número de casos positivos de leishmaniasis cutánea reportados durante los años 2013 y 2014 (Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Pública, Departamento de Boyacá- SIVIGILA), el muestreo se realizó en la Vereda El Carmen dentro del municipio de Otanche (altitud promedio de 1,050 m.s.n.m, y ecosistemas característicos de bosque húmedo tropical) [@B11]^,^[@B12].

Técnicas de muestreo
--------------------

Se siguió la metodología para levantamiento de adultos de flebótomos, propuesta por el Instituto Nacional de Salud en la Guía: Protocolo para la Vigilancia en Salud Pública de Leishmaniasis [@B13].

Durante el mes de agosto del año 2014, se seleccionaron un total de 41 viviendas que tuvieran habitantes con úlceras activas o cicatrices características de leishmaniasis cutánea, que evidenciaran haber padecido de la enfermedad recientemente y/o habitar la vivienda en la misma época de contagio. En cada una de las viviendas se instalaron tres trampas CDC por noche: en el extradomicilio (más allá de cincuenta metros de la vivienda) especialmente en la zonas boscosas; peridomicilio (parte exterior de la vivienda) en gallineros, establos o porquerizas; e intradomicilio (interior de la vivienda). Las trampas se dejaron activas durante 12 horas seguidas, desde las 18:00 horas hasta las 06:00 horas del día siguiente.

El material colectado en cada una de las trampas fue separado cuidadosamente, y los flebótomos encontrados se guardaron en viales de 10 ml de capacidad, en alcohol al 70% para su conservación y posterior identificación en el Laboratorio de Entomología de la Secretaria de Salud del Departamento de Boyacá.

Identificación taxonómica de los Flebótomos
-------------------------------------------

Los individuos colectados fueron aclararados cubriéndolos con KOH (Hidróxido de potasio) al 10%, dejándolo actuar por 12 horas, pasado este tiempo se retiró el KOH y se lavó el material con alcohol al 70% (por una hora), luego se retiró el alcohol, y los ejemplares se vertieron en capsulas con solución de Fenol-alcohol absoluto (1:1) por 72 horas, para detener el proceso de transparentación, conservar el material, y agregar contraste a las estructuras internas para facilitar la identificación [@B14].

Con el material entomológico aclarado se procedió a la determinación de las especies por medio de la revisión de genitalitas de hembras y machos, con ayuda de las claves taxonómicas de Young y Duncan [@B15] y Galati [@B16]. Además, cada una de las especies fueron corroboradas por el programa de Control de Calidad del Instituto Nacional de Salud.

El montaje permanente se hizo en placas portaobjeto con bálsamo de Canadá al fenol [@B14], y se incluyeron a la Colección de referencia de Flebótomos de la Unidad de Entomología de Laboratorio Departamental de Salud Pública de Boyacá.

Análisis de datos
-----------------

La riqueza fue determinada por el número de individuos de cada especie colectada, y la abundancia relativa se obtuvo al dividir el número de individuos colectados de cada especie sobre el número total de individuos capturados [@B17].

Con el fin de estimar y comparar la riqueza de especies de cada uno de los grupos entre cada una de las coberturas vegetales, se emplearon perfiles de diversidad basados en los números efectivos de especies a partir de la transformación de D^q^, donde el exponente *q* determina la sensibilidad del índice a las abundancias relativas de cada especie, es decir, la influencia de las especies raras o comunes sobre la medida de la diversidad, así, la diversidad de orden cero (*q* = 0) es insensible a las abundancias de las especies, por lo que es equivalente a la riqueza de especies; para la diversidad de orden uno (*q* = 1) todas las especies son incluidas con un peso proporcional a su abundancia; y, por último, en la diversidad de orden 2 (*q* = 2) se da preponderancia a las especies más comunes [@B18]. El déficit de cobertura será calculado por medio de restar el valor de cobertura de muestra a la unidad [@B1], análisis que representa la probabilidad que el próximo individuo encontrado pertenezca a una nueva especie no registrada previamente, además, se usaron intervalos de confianza del 95% para la interpolación y extrapolación utilizando el método Bootstrap [@B18]. Los anteriores análisis fueron hechos por medio del programa iNEXT disponible en línea [@B19].

Se hizo un conteo de individuos colectados en cada sitio muestreado: intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio, tomando como unidad de muestreo cada una de las viviendas seleccionadas, siendo esta la forma habitual de identificar especies antropófilas [@B20]^,^[@B21]. Se realizó un análisis de ANOVA para determinar si existen diferencias significativas entre el número de especies en cada uno de los sitios muestreados, y las abundancias relativas en cada uno de los estos. Todos los análisis se hicieron por medio del software Statistica 12 [@B22].

Consideraciones éticas
----------------------

El proyecto tuvo el aval de la secretaria de la Secretaria Departamental de Salud de Boyacá, como parte del levantamiento entomológico en un estudio de foco de leishmaniasis cutánea.

Resultados
==========

Se recolectaron 361 flebótomos (252 hembras y 109 machos) representadas en 9 géneros y 16 especies, de los cuales el 32.8% y 27.5% corresponden a *Nyssomyia yuilli* y *Nyssomyia trapidoi* respectivamente; con una amplia diferencia les siguen *Trichopygomyia triramula*, *Psathyromyia barrettoi majuscula*, *Lutzomyia hartmanni*, *Lutzomyia* sp. de *pichinde*, *Evandromyia dubitans*, *Evandromyia walkeri*, *Evandromyia saulensis* y *Lutzomyia gomezi.* Las otras 6 especies fueron escasas, representando menos del 1% del total ([Tabla 1](#t4){ref-type="table"}).

Tabla 1Riqueza y abundancia relativa de Flebótomos colectados en la Vereda El Carmen, Municipio de Otanche (Boyacá- Colombia)GéneroEspecie♂♀TotalAbundancia relativa*Nyssomyiayuilli*83351180.327*Nyssomyiatrapidoi*7821990.274*Trichopygomyiatriramula*2226480.133*Psathyromyiabarrettoi*1210220.061*Lutzomyiahartmanni*87150.042*Lutzomyia*sp. de *pichinde*94130.036*Evandromyiadubitans*130130.036*Evandromyiawalkeri*93120.033*Evandromyiasaulensis*7070.019*Lutzomyiagomezi*5050.014*Pressatiacamposi*2020.006*Psychodopyguspanamensis*2020.006*Psychodopyguscarrerai*0220.006*Pintomyiaserrana*1010.003*Lutzomyiastrictivila*1010.003*Brumptomyialeopoldi*110.003Total252109361

En cuanto a la representatividad del muestreo, con un total de 912 horas/trampa CDC distribuidas en 15 noches, los análisis de la curva de rarefacción y extrapolación muestran que se puede esperar que el número de especies aumente ([Fig. 1](#f4){ref-type="fig"}). Sin embargo, por medio del análisis de cobertura de muestra se estima que las especies recolectadas representan el 99% de las que se pueden encontrar, por lo que existe una probabilidad del 1% (deficit de cobertura) de encontrar una nueva especie conforme se aumente el esfuerzo de muestreo ([Fig. 2](#f5){ref-type="fig"}).

Figura 1Curva de rarefacción y extrapolación basada en el tamaño de la muestra (línea continua) y extrapolación (línea discontinua) para las especies de Flebótomos recolectaddos en la Vereda El Carmen, Municipio de Otanche (Boyacá- Colombia).

Figura 2Curva de Cobertura de muestreo basada en rarefacción (línea continua) y extrapolación (línea discontinua) para las especies para Flebótomos recolectadas en la Vereda El Carmen, Municipio de Otanche (Boyacá- Colombia).

Se demostró que no existe diferencia significativa en cuanto a riqueza (*p*= 0.949; *p* \>0.05) y abundancia (*p*= 0.994; *p* \>0.05) de la flebótomofauna colectada entre los tres sitios de muestreo ([Fig. 3](#f6){ref-type="fig"}).

Figura 3Abundancia de las especies presentes por sitio de muestreo: intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio.

Discusión
=========

La curva de rarefacción y extrapolación describe un inventario incompleto de flebótomos. La línea presenta un punto de incremento [@B18], a pesar de esto, se presenta una aproximación a la flebótomofauna presente en la zona de estudio debido a la falta de registros, evidenciado con las especies reportadas por Santamaría *et al*. [@B4], para el occidente del departamento de Boyacá, y que no fueron colectadas en este estudio: *Micropygomyia trinidadensis*, *Pintomyia ovallesi, Psathyromyia shannoni y Sciopemyia sordelli.* Estos cambios a través de tiempo en la comunidad de flebótomos, probablemente se debió al aprovechamiento de los cambios en los factores abióticos, como la humedad relativa, la temperatura y la precipitación. Factores que tienen una repercusión directa en la dinámica poblacional de estos insectos [@B23]^,^[@B24]. Además, la densidad de estos vectores y la aparición o desaparición de nuevas especies, pueden estar relacionadas con los factores climáticos y también con el comportamiento de las poblaciones humanas, como actividades culturales y labores socio-económicas y también por las transformaciones de los hábitats [@B25]^-^[@B29]. Actividades evidentes en la zona por los cambios ocasionados en las coberturas vegetales naturales para aprovechamiento de cultivos de cacao y café, extracción de madera y construcción de viviendas [@B11]^,^[@B12].

Las especies relevantes por sus antecedentes vectoriales y de abundancias son *N. yuilli* y *N. trapidoi* [@B30], ya que representan el 60% de toda la flebótomofauna colectada. Otras especies con antecedentes vectoriales son *Lu. hartmanni*, *Ps. panamensis*, *Lu. gomezi* y *Ps. Carrerai* [@B4]^,^[@B26]^-^[@B28]^,^[@B30]^-^[@B33], pero representadas con abundancias inferiores al 5%.

La especie *N. yuilli* fue más abundante en el intra y peridomicilio, lo que sugiere una adaptación a los ambientes modificados por la colonización humana [@B4]. Ha sido hallada infectada naturalmente con flagelados no identificados en Brasil y en el municipio de Leticia (Colombia) [@B9]^,^[@B31]^,^[@B32]. Para Colombia, Ferro y Morales [@B34], encontraron especies con flagelados sin identificar. El primer reporte de incriminación vectorial positivo para *N. yuilli*, como vector de *Le. panamensis* lo presenta Santamaría *et al*. [@B4], encontrando hembras naturalmente infectadas en los municipios de Otanche y Pauna, en el occidente del departamento de Boyacá, piedemonte del Valle del Magdalena Medio.

*N. trapidoi* ha sido identificada como vector de *Le. panamensis* en Ecuador [@B35]^,^[@B36], y en Panamá [@B37]. Para Colombia se le considera a esta especie como vector primario en diferentes localidades, reportada en 12 de los 32 departamentos, de los cuales Nariño, Tolima, Antioquia, y Santander, se le reconoce como un vector de *Le. Panamensis* [@B30]^,^[@B32]^,^[@B33]^,^[@B38]^-^[@B40], en este último departamento también se encontró infección natural por parásitos de *Leishmania* sp. del complejo *braziliensis* [@B39]. Para Boyacá, en los municipios de Otanche y Pauna, se han encontrado hembras de *N. trapidoi*, con formas flageladas de *Leishmania* sp., sin poder llegar a tener una confirmación de especie [@B4]^,^[@B41]. Por sus antecedentes como vector, y por su mayor abundancia en el extradomicilio, hábitat de tipo boscoso, sugiere que esta especie puede llegar a estar implicada en el ciclo silvestre de transmisión de leishmaniasis cutánea en la zona de estudio.

*Ty. triramula*, especie que presenta la tercera mayor abundancia, no tiene características antropofílicas marcadas, ni una importancia medica hasta ahora reportada; el alto número de individuos colectados durante el estudio prefiriendo el peridomicilio de las viviendas, puede ser causa de su fototropismo positivo [@B42]^,^[@B43]. Otra especie con antecedentes vectoriales es *Lu. hartmanni*, la cual ha sido implicada como vector de *Le*. (*Viannia*) *colombiensis*, parásito reconocido como agente etiológico de leishmaniasis cutánea en Costa Rica, Panamá, Perú, Colombia y Ecuador [@B15]^,^[@B44]^-^[@B46], para este último, también ha sido encontrada infectada con *Le*. (*Viannia*) *equatorensis* [@B36]^,^[@B47]^,^[@B48]. Las demás especies de flebótomos reportadas en este estudio, aparte de tener un interés taxonómico, no tienen importancia hasta ahora probada en el ciclo epidemiológico de la leishmaniasis.

Al no existir diferencias significativas entre ninguno de los sitios de muestreo (intra, peri y extradomicilio), en cuanto a la abundancia y número de especies de flebótomos encontradas, demuestra que la cercanía de las viviendas con las zonas boscosas propicia una situación en la cual, las personas tienen altas probabilidades de entrar en contacto con los vectores, y por ende, de poder contagiarse de leishmaniasis cutánea [@B49], además de esto, se puede presentar un aumento de nuevos casos por intromisión de las personas al hábitat natural de estos insectos, evidenciado en actividades socioculturales como la extracción de plantas, agricultura, tala o el simple hecho de habitar cerca a zonas boscosas [@B50]^-^[@B51], incluso, personas que no tienen actividades en, o cercanas a los bosques como infantes y adultos mayores, podrían ser infectadas o tener riesgo de enfermar [@B52].

Finalmente, con base en los datos obtenidos en el presente estudio se puede establecer que por sus altas abundancias y por sus antecedentes vectoriales para el país y para la zona de estudio, *N. yuilli* y *N. trapidoi*, constituyen las especies vectoras sospechosas de trasmitir leishmaniasis cutánea en la zona de estudio, la primera pudiendo estar implicada en el ciclo de transmisión doméstico y la segunda en el ciclo de transmisión silvestre. Además, el riesgo de poder llegar a contraer la enfermedad por la picadura de flebótomos, es el mismo en cualquier parte de la vereda: dentro de las viviendas, alrededor de ellas y en zonas boscosas.

Con el fin de poder entender mejor la epidemiologia de la enfermedad en la zona, y proponer programas efectivos de prevención y control, se hacen necesarios estudios más detallados de la ecología de la población de flebótomos como preferencias alimenticias, comportamiento de picadura y reposo, incluyendo también, estudios a través del tiempo en diferentes épocas del año con mayores tiempo de muestreo, pero sobretodo, realizar análisis de infección natural para poder incriminar con mayor certeza una especie potencial de ser vectora de leishmaniasis cutánea, y poder llegar a identificar la especie de parasito causante de la enfermedad.

Al laboratorio de la Secretaria de Salud de la Gobernación de Boyacá, en especial al grupo de Entomología y al grupo de Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETV), por la colaboración en la parte logística durante las salidas de campo y la parte de laboratorio. A los técnicos de los municipios de Otanche y Pauna por su colaboración en la fase de campo. A la comunidad de la Vereda El Carmen del municipio de Otanche, por su amabilidad y disposición para los permisos de muestreos en las viviendas.

**Financiación:**El proyecto estuvo dentro del marco del estudio de Foco: Estudio Entomológico para Vigilancia de Leishmaniasis - Municipio de Otanche Centro Poblado Betania. Secretaria Departamental de Salud- Gobernación de Boyacá
